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摘要 AW: 建立 谷 气 酸 依赖 型 氨基 转移 酶 - 谷 气 酸 脱 乞 酶 偶 联 反应 的 96 孔 板 高 通 量 筛选 方 
法 ， 并 用 于 大 肠 杆 菌 和 氨基 转移 酶 WecE REAM Bub. DA: 通过 优化 偶 联 指示 酶 - 谷 气 酸 
脱 氮 酶 、 信 号 分 子 NADH 浓度 及 双 酶 偶 联 反应 时 间 ， 建 立 了 光学 法 测定 气 基 转移 酶 活性 的 
气 基 转移 酶 - 谷 气 酸 脱 乞 酶 偶 联 反应 方法 ; 通过 定点 饱和 突变 技术 构建 了 大 肠 杆 菌 气 基 转 移 
酶 WecE 的 突变 库 ; 采用 96 孔 板 高 通 量 初 算 、 播 瓶 复 得 获得 了 高 活性 的 转氨酶 突变 体 ， 并 
对 纯化 的 突变 体 进行 催化 活力 分 析 。 结 果 : 建立 了 谷 氨 酸 依赖 型 氨基 转移 酶 目标 反应 与 0.5 
U/mL L-A A Aigh 0.4 mmol/L NADH 信号 指示 反应 相 偶 联 的 筛选 方法 ; 构建 了 氨基 转 
移 酶 WecE Tyr 321 饱和 突变 库 , 通过 96 孔 板 高 通 量 筛选 , 获得 了 催化 活性 比 野 生 型 提高 3.4 
倍 的 突变 体 Y321F。 结 论 : 本 研究 建立 了 高 通 量 筛选 方 法 ， 背 景 干扰 人 小， 准确 性 高 ， 为 谷 氨 
酸 依赖 型 氨基 转移 酶 分 子 进 化 提供 了 可 行 性 方案 。 
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氨基 转移 酶 (Aminotransferase, EC 2.6.1.X) 作为 生物 催化 剂 有 高 立体 选择 性 、 
高 区 域 选择 性 和 高 底 物 特异 性 等 诸多 优势 趾 ， 尤其 是 以 谷 氨 酸 依 赖 型 氨基 转移 酶 ， 
在 工业 上 常用 于 催化 合成 重要 的 药物 中 间 体 。Yoshikane 等 中 以 谷 氨 酸 依赖 型 氨 
基 转 移 酶 PPAT 生产 预防 和 治疗 糖尿 病 的 药物 吡 哆 胺 ， 提 高 了 生产 效率 ;Cho 等 
B] 利 用 嗜 热 L- 氨 基 酸 氨基 转移 酶 ， 以 L- 谷 氨 酸 为 氨基 供 体 合成 抗 高 血压 药物 高 
茶 丙 氨 酸 ,降低 了 生产 成 本 。 然而， 天 然 酶 在 催化 活性 及 底 物 选择 性 等 方面 还 不 
尽 理想 内， 应 用 和 蛋白质 工程 技术 提升 对 非 天 然 底 物 的 催化 能 力 ， 将 扩展 其 在 工业 
生产 中 的 应 用 范围 。 

利用 定向 进化 或 半 理 性 分 子 设计 所 建立 的 大 容量 突变 库 , 为 获得 催化 性 能 提 
升 的 突变 体 黄 定 了 基础 品 。 然 而 常规 针对 氨基 转移 酶 产物 的 HPLC 等 检测 手段 通 
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量 有 限 ， 极 大 的 限制 了 获得 突变 体 的 效率 。 基 于 紫外 /荧光 等 光学 检测 方法 具有 
操作 简便 、 筛 选 通 量 高 等 优势 ， 得 到 了 研究 者 的 关注 四。 根据 转 氮 反 应 中 氢 基 
体 或 氨基 受 体 的 不 同 特点 中 ， 己 开发 了 基于 氨基 供 体 邻 二 甲 茶 二 胺 加 、 对 硝 基 茶 
乙 胺 思 ， 或 基于 所 基 受 体 丙酮 酸 0 的 高 通 量 筛选 方法 。 而 针对 谷 氮 酸 依赖 型 氨基 
转移 酶 的 高 通 量 筛选 方法 目前 尚未 见报 道 。 

谷 氨 酸 依赖 型 氨基 转移 酶 的 氨基 供 体 为 工 - 谷 氨 酸 ， 在 氨基 转移 酶 作用 下 脱 
氨 形 成 a- 酮 戊 二 酸 ， 而 LL- 谷 氨 酸 脱氧 酶 以 a- 酮 戊 二 酸 为 底 物 ， 消 耗 NADH 生成 
NAD', 使 340 nm 处 的 吸光 值 下 降 。 在 本 研究 中 ,我 们 依据 氨基 转移 酶 目标 反应 
偶 联 工 - 谷 氨 酸 脱 氢 酶 信号 指示 反应 ,能 消耗 NADH 引起 340 nm 处 吸光 值 变化 的 
性 质 (图 1)， 建 立 和 优化 了 双 酶 偶 联 的 氨基 转移 酶 高 通 量 筛选 方法 ， 并 将 其 应 
用 于 大 肠 杆菌 氨基 转移 酶 WecE 的 分 子 改造 , 为 探索 谷 氨 酸 依赖 型 氨基 转移 酶 的 
分 子 进化 奠定 了 基础 。 


Target reaction 


L-Glutamate a-ketoglutarate 


Dehydrogenase reaction 


NH,CI NADH I 
L-Glutamate C Monitor at 340 nm Signal indicative 
NAD* 1 
l 
L-Glutamate l 


图 1 谷 氨 酸 依赖 型 氨基 转移 酶 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联 反应 


Fig.1 L-glutamate specific aminotransferase-L-glutamate dehydrogenase coupling reaction 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 菌株 与 质粒 

大 肠 杆菌 E.coli BL21(DE3)、 质 粒 pET28a(+) 购 自 Novagen 公司 ; 包含 大 肠 
杆菌 氨基 转移 酶 wecE 基因 的 质粒 pET28a(+)-wecE 和 WecE Tyr 321 突变 库 由 本 
实验 室 保存 。 
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1.1.2 培养 基 
IL 自动 诱导 培养 基 中 含 10 g BEEN. 5 g 酵母 粉 、6 mL 甘油 、0.5 g $8143 
糖 、2 g 乳糖 、9.0 g Na2aHPO4 *12H2O、 3.4 g KH?PO4, 2.675 g NH4Cl, 0.71 g NaSO4 


All 0.24 g MgSO4。 
1.1.3 试剂 与 仪器 

L- 谷 氮 酸 脱氧 酶 (L-GDH) MRP COPA) 购 自 Sigma 公司 ; 还 原型 
辅酶 I 二 钠 (NADH)〉 和 磷酸 吡 哆 醛 (PLP〉 购 自 阿 拉丁 公司 ; JEKA AN 
明康 德 公司 合 成 ; PrimeStar Max DNA 聚合 酶 和 Dnasel 购 自 Takara 公司 ; 限制 
性 内 切 酶 DpnI 购 自 Thermo Fisher 公司 ; PCR 产物 纯化 试剂 盒 购 自 上 海 捷 瑞 公 
司 。 其 他 均 为 国产 分 析 纯 试剂 。 

多 功能 酶 标 仪 (Molecular Device, ^E TIS VA El 3 in R (Molecular 
Device), 96 孔 板 振荡 培养 箱 〈Taitec)，PCR 4X% Eppendorf)， 高 速 冷冻 离心 机 

(Hitachi), AAE RA (Agilent). 

1.2 谷 氨 酸 依赖 型 氨基 转移 酶 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联 高 通 量 筛选 方法 的 建立 
1.2.1 信号 指示 反应 体系 辅 因子 NADH 浓度 与 工 - 谷 氨 酸 脱 氢 酶 浓度 的 确定 


取 100 uL. 终 浓度 为 0.2 mmol/L. 0.4 mmol/L 和 0.8 mmol/L 的 NADH 溶液 
(50 mmol/L PBS, pH 7.5), Æ 96 孔 板 中 测定 340 nm 处 吸光 值 ， 确 定 NADH 
最 佳 指示 浓度 。 

在 100 uL 底 物 溶液 中 (0.4 mmol/L NADH, 2.5 mmol/L NH4Cl, 50 mol/L a- 
酮 戊 二 酸 、50 mmol/L PBS, pH 7.5) 分 别 加 入 0.2 U/mL, 0.5 U/mL 和 1 U/mL L- 
FARMA, F 25C 测 定 340 nm 处 吸光 值 在 5 min 内 的 变化 ， 确 定 信 号 指示 
酶 的 浓度 。 

1.2.2 a- 酮 戊 二 酸 检 测 限 的 确定 

在 100 uL 反应 体系 中 (0.5 U/mL L- Ae tA. 0.4 mmol/L NADH, 2.5 
mmol/L NH4Cl. 50 mmol/L PBS，pH 7.5) 分 别 加 入 20 pmol/L. 50 umol/L. 100 
pmol/L, 200 pmol/L 和 500 umol/L o- 酮 成 二 酸 。 于 25C 测 定 340 nm 处 吸光 值 在 
5 min 内 的 变化 。 

1.2.3 工 - 谷 氨 酸 脱 氢 酶 偶 联 高 通 量 筛选 方法 背景 干扰 的 测定 


将 带 有 wecE 基因 的 重组 菌 接 入 微 孔 板 A-D fr, EAS weck 基因 的 空白 菌 
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接 入 微 孔 板 E-H 行 。 参 照 1.3.2 和 1.2.4 中 的 方法 进行 微 孔 板 培养 和 活力 检测 ， 
比较 重组 菌 和 空白 菌 偶 联 反应 速率 差异 , 测定 筛选 方法 应 用 于 WecE 分 子 改造 时 
的 背景 干扰 。 
1.2.4 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联 筛选 方法 

在 96 孔 浅 孔 板 中 进行 转 氮 反 应 ，50 uL 反应 体系 中 含 0.5 mmol/L JF XE 
酮 、0.1 mmol/L 磷酸 吡 哆 醋 、20 mmol/L 工 - 谷 氨 酸 和 35 uL 粗 酶 液 ，37'C 培 养 箱 
中 反应 1 h。 加 入 LL- 谷 氨 酸 脱氧 酶 进行 检测 ，100 pL 反应 体系 中 含 0.5 U/mL L- 
谷 氨 酸 脱 氢 酶 、0.4 mmol/L NADH、2.5 mmol/L NH4CI 和 50 uL 转 氮 反 应 液 ， 在 
酶 标 仪 上 检测 5 min 内 340 nm 处 吸光 值 的 变化 。 
1.3 大 肠 杆 菌 氨基 转移 酶 WecE 的 分 子 改造 
1.3.1 大 肠 杆 菌 氨基 转移 酶 WecE 定点 饱和 突变 库 的 构建 

以 pET28a(+)-wecE 质粒 为 模板 ， 在 Tyr 321 位 点 设计 简 并 引物 CY321-F: 
GGTGTTTCATNNKATTCCGCTGC, Y321-R: 
GCAGCGGAATMNNATGAAACACC, 下 划 线 为 改变 的 密码 子 , N 代表 A/T/C/G, 
K 代表 G/T, M 代表 A/C), 全 质粒 PCR 构建 定点 饱和 突变 库 ， 将 扩 增 得 到 的 片 
段 经 Dpnl 处 理 除 去 模板 质粒 后 转化 大 肠 杆 菌 E.coli BL21(DE3). 
1.3.2 微 孔 板 培养 和 菌 体 破碎 

将 突变 体 单 菌落 接种 于 96 孔 浅 孔 板 (200 pL LB 培养 基 / 孔 ， 卡 那 霉 素 终 浓 
J£ 50 ug/mL), 37°C, 400 rpm 培养 12 h。 转 接 50 uL 过 夜 培 养 的 菌 液 至 96 FLR 
和 孔 板 (1 mL 自动 诱导 搁 养 基 / 孔 ， 卡 那 霉 素 终 浓 度 50 pg/mL), 37°C, 400 rpm Xi 
养 4h 后 ， 于 25C 诱 导 表 达 20h。4000 rpm, 4'C Eit» 30 min 收 菌 ， 将 深 孔 板 储 
存 于 -80'C 冰 箱 备用 。 浅 孔 板 中 加 入 50 uL 60% 上 甘油 ， 置 于 -80'C 冰 箱 作为 母 板 保 
存 。 

采用 溶菌 酶 法 破碎 落体。 将 深 孔 板 在 -80'C 冰 箱 中 放置 2 h， 室 温 放置 1 h， 
重复 以 上 操作 两 次 。 每 孔 加 入 70 uL 溶菌 缓冲 液 (0.5 mg/mL 溶菌 酶 、0.7 U/mL 
Dnasel、50 mmol/L PBS, pH 7.5) 重 悬 菌 体 ,并 转移 至 新 的 96 孔 浅 孔 板 ， 于 37°C 
培养 箱 中 放置 90 min， 使 菌 体 充分 破碎 。4000 rtpm，4C 离 心 30 min， 小 心 吸取 
35 uL 上 清 酶 液 至 新 的 96 孔 浅 孔 板 ， 参 照 1.2.4 方法 测定 突变 体 活 力 。 
1.4 突变 体 表达 纯化 和 酶 学 性 质 表征 
1.4.1 突变 体 表达 纯化 
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将 培养 12h 的 突变 体 种 子 液 按 照 1% 的 接种 量 转 接 至 装 有 250 mL LB 培养 基 
( 卡 那 考 素 终 浓 度 50 ug/mLO 的 摇 瓶 中 。37C，220 rpm 培养 至 ODo00 A 0.6~0.8, 

加 入 终 浓度 为 0.5 mmol/L IPTG, F 25°C, 220 rpm 诱导 表达 8 h。6000 rpm, 4°C 
离心 15 min 收 菌 。Ni-NTA 亲 和 层 析 纯 化 目的 蛋白 , 考 马 斯 亮 蓝 法 测定 蛋白 浓度 。 
1.4.2 突变 体 催化 活力 验证 

采用 50 uL € 5 mmol/L 井冈 霉 烯 酮 、0.1 mmol/L 磷酸 吡 哆 醛 、20 mmol/L L- 
谷 氨 酸 和 6 mg/mL 酶 液 的 催化 体系 。37 水 浴 反 应 1h， 加 入 50 uL 甲醇 终止 反 
应 , 采用 浓度 为 0.15 mol/L 邻 茶 二 甲醛 COPA) 柱 前 在 线 衍生 化 方法 进行 检测 DD， 
验证 突变 体 催化 活力 。 
2 结果 与 讨论 
2.1 谷 氨 酸 依赖 型 氨基 转移 酶 - 谷 氨 酸 脱 氨 酶 偶 联 高 通 量 筛选 方法 的 建立 
2.1.1 信和 号 指示 反应 体系 辅 因子 NADH 浓度 与 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 浓度 的 确定 

不 同 NADH 起 始 浓度 和 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联 浓度 ， 是 光学 信号 检测 的 影响 
因素 ， 优 化 NADH 起 始 浓度 和 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联 浓度 ， 可 以 提高 筛选 的 准确 
性 ， 降 低 干扰 。 当 NADH 浓度 为 0.2 mmol/L, 0.4 mmol/L 和 0.8 mmol/L 时 ， 对 
应 的 吸光 值 为 0.4、0.7 和 1.1[ 图 2 (a) ]。 根 据 朗 伯 比 尔 定律 ， 吸 光 值 在 0.2~0.8 
范围 内 误差 较 小 ， 因 此 我 们 选择 0.4 mmol/L NADH 进行 L- 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联检 
测 。 

我 们 比较 了 不 同 浓度 条 件 下 工 - 谷 氢 酸 脱氧 酶 对 反应 速率 的 影响 [图 2 (b) ]。 
在 0.2 U/mL, 0.5 U/mL 和 1 U/mmLEL- 谷 氨 酸 脱氧 酶 催化 下 ， 反 应 速率 分 别 为 6.3 
mAbs/min, 15.2 mAbs/min 和 28.6 mAbs/min. 0.2 U/mL L-A AR i AHELA 
件 下 ， 反 应 速率 过 慢 ， 易 受 NADH 自分 解 和 菌 体 和 蛋白 消耗 等 背景 干扰 的 影响 ; 
而 1 U/mL 催化 条 件 下 ， 过 快 的 反应 速率 将 影响 96 孔 板 往 选 时 的 平行 性 ， 因此 
我 们 选择 背景 干扰 小 ， 样 品 平行 性 好 的 0.5 U/mL L- 谷 氨 酸 脱氧 酶 进行 高 通 量 筛 
选 。 
2.1.2 a- 酮 戊 二 酸 检 测 限 的 确定 

o- 酮 戊 二 酸 的 检测 限 决 定 了 其 在 谷 氨 酸 依赖 型 氮 基 转移 酶 高 通 量 筛 选 的 应 
用 范围 。 由 图 2 Cc) 可 知 ， 在 底 物 浓度 为 20 umol/L-500 umol/L IF, v! 5E[S]! 
呈 良 好 的 线性 关系 。L- 谷 氨 酸 脱氧 酶 最 低 可 以 检测 20 pmol/L o- 酮 戊 二 酸 ， 本 方 
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法 灵敏 度 高 ， 可 以 用 于 原始 催化 活力 较 低 的 氨基 转移 酶 的 筛选 。 
2.1.3. 目标 转 氮 反 应 时 间 的 确定 

对 于 活力 相对 较 低 的 氨基 转移 酶 ， 产 物 a- 酮 戊 二 酸 的 生成 速度 较 慢 ,需要 先 
将 转 氨 反 应 产物 浓度 积累 至 偶 联 信号 的 检测 闵 值 。 微 孔 板 培养 条 件 下 ，WecE 的 
表达 量 为 0.5 mg/mL。 利 用 2.1.2 中 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 反应 速率 与 o- 酮 戊 二 酸 浓度 
的 拟 合 方程 ， 测 定 了 0.5 mg/mL Weck 的 转 氮 反 应 时 间 进 程 (0.5h、1h 和 2 1h)。 
图 2 (d) 结果 表明 ， 在 转 氮 反 应 30 min 时 产物 o- 酮 戊 二 酸 的 含量 为 22 nmolL， 
1 h 为 47 pmol/L, 说 明 反 应 1h 内 ，o- 酮 成 二 酸 的 增加 量 与 反应 时 间 成 线性 关系 ， 
转 氨 反 应 保持 一 定 的 速率 进行 。 转 氨 反 应 进行 1h 产物 a- 酮 戊 二 酸 的 浓度 达到 高 
通 量 筛选 方法 的 检测 限 ， 选择 1 h 作为 后 续 高 通 量 筛选 过 程 中 的 目标 转 氮 反应 时 
间 。 
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图 2 影响 谷 氨 酸 依赖 型 氨基 转移 酶 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联检 测 体系 的 各 因素 
Fig.2 Factors that affect L-glutamate specific aminotransferase-L-glutamate dehydrogenase coupling 
detection system 
(a) Absorbance at 340 nm of NADH under different initial concentration; (b) The reaction rate of L-glutamate dehydrogenase under 
different enzyme loading. (@) 0.2 U/mL, (BI) 0.5 U/mL and (A) 1 U/mL; (c) Limit of detection of L-glutamate dehydrogenase by 


double reciprocal plot; (d) The timeline curve of target transamination reaction. 
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2.1.4 微 孔 板 筛选 背景 干扰 

为 了 考察 菌 体 蛋 白 和 内 源 o- 酮 成 二 酸 对 谷 氨 酸 依赖 型 氮 基 转移 酶 - 谷 氨 酸 脱 
氧 酶 偶 联 高 通 量 筛选 的 影响 ， 我 们 比较 了 重组 菌 与 空白 菌 对 应 的 工 - 谷 氮 酸 脱氧 
酶 反应 速率 差异 。 含 有 wec 玉 基因 的 重组 菌 所 对 应 的 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 反应 速率 为 
15.6 mAbs/min， 而 不 含 wecE 基因 的 空白 菌 对 应 的 反应 速率 为 5.8 mAbs/min, Al 
此 重组 菌 对 应 的 反应 速率 是 空白 菌 的 三 倍 ， 空 白 对 照 干 扰 较 小 ，WecE KIA 
反应 生成 的 a- 酮 戊 二 酸 是 筛选 方法 中 光学 信号 的 首要 因素 。 利 用工- 谷 氨 酸 脱 氧 酶 
偶 联 算 选 方法 可 以 有 效 地 识别 催化 活性 提高 的 突变 体 产生 o- 酮 戊 二 酸 水 平 的 变 
化 ， 达 到 高 通 量 筛选 的 目的 。 

2.2 氨基 转移 酶 突变 库 的 建立 与 筛选 

WecE 催化 的 天 然 底 物 为 TDP-4- 痰 基 -6- 脱 氧 -D- 葡 萄 糖 ， 其 晶体 结构 [9 中 
Loop 9 (Val318-Ile322) 形成 了 天 然 底 物 核 音 结合 口袋 ， 是 影响 其 底 物 识别 的 关 
键 区 域 。 其 中 321 位 的 酷 氨 酸 与 外 醛 亚 胺 过 渡 态 中 磷酸 吡 哆 醛 C5 (TERRE CR 
键 相 互 作 用 ， 是 影响 催化 活力 的 关键 氨基 酸 残 基 。 我 们 选取 Tyr 321 构建 定点 饱 
和 突变 库 ， 应 用 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联 高 通 量 筛选 方法 对 大 肠 杆菌 糖 氨基 转移 酶 
WecE 进行 分 子 改造 。 

以 Y321-F 和 YY321-R 为 上 下 游 引 物 ，pET28a(+)-wecE 质粒 为 模板 ， 全 质粒 
PCR 扩 增 构建 定点 饱和 突变 库 。 电 泳 结果 如 图 3 (a) 所 示 ， 在 6000 bp 左右 位 置 
有 清晰 的 目的 条 带 ， 大 小 与 预测 一 致 。 为 了 使 筛选 过 程 中 有 95% 的 几率 覆盖 所 有 
20 种 氨基 酸 03， 我 们 在 定点 饱和 突变 库 中 挑 取 180 个 单 克 隆 至 96 孔 板 中 进行 培 
养 。 

为 了 检测 突变 对 酶 活性 的 影响 , 我 们 以 微 孔 板 中 野生 型 WecE 对 应 的 工 - 谷 氨 
酸 脱氧 酶 反应 速率 为 催化 活力 参照 , 设置 为 100%, 探究 Y321X 突变 对 于 催化 活 
性 的 影响 [图 3 Cb) ]. Y321X 饱和 突变 库 中 ， 有 10% 突 变 体 的 催化 活力 是 野生 
型 的 1.5 倍 ， 是 潜在 的 优良 突变 体 ，50% 突 变 体 的 催化 活力 基本 没有 改变 ，40% 
突变 体 的 催化 活力 出 现 了 明显 的 下 降 ， 这 表明 Tyr 321 位 点 突变 后 对 酶 活力 有 着 
较为 显著 的 影响 ， 在 Weck 催化 转 氮 反 应 的 过 程 中 发 挥 了 重要 作用 。 

我 们 将 微 孔 板 中 野生 型 对 应 的 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 反应 速率 的 1.5 倍 作为 筛选 阔 
值 ， 找 到 所 有 催化 活性 提高 的 突变 体 ， 富 集 到 新 的 微 孔 板 中 再 次 进行 筛选 。 结 果 
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显示 Y321X 饱和 突变 库 中 发 现 了 一 个 活性 提高 的 突变 体 。 经 测序 分 析 为 Y321F。 
bp M 1 2 
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图 3 Tyr 321 饱和 突变 库 的 构建 与 筛选 


Fig.3 The construction and screening of Tyr 321 site-directed saturation mutagenesis 


(a) PCR products of site-directed saturation mutagenesis in Tyr 321. M: 10 kb DNA Marker; Lane 1-2: PCR products; (b) The screening 


result in Tyr 321 site-directed saturation mutagenesis. 


2.4 突变 体 催 化 活力 表征 

为 了 比较 突变 体 Y321F 与 野生 型 催化 活性 的 差异 , 我 们 在 500 mL 摇 瓶 中 对 
突变 体 和 野生 型 进行 了 诱导 表达 和 和 蛋白 纯化 。SDS-PAGE 结果 如 图 4 (a) 所 示 ， 
突变 体 Y321F 与 野生 型 WecE 均 得 到 了 有 效 的 纯化 ， 纯 度 在 95% 以 上 ， 且 和 蛋白 
分 子 量 与 理论 值 一 致 〈 约 为 42 kDa). 

通过 高 效 液 相 色 谱 测定 反应 产物 井冈 霉 烯 胺 的 浓度 , 表征 突变 体 与 野生 型 的 
催化 活力 [图 4 b) ]。 突 变 体 Y321F 催化 得 到 0.62 mg/L 井冈 霉 烯 胺 ， 野 生 型 则 
- 得 到 0.14 mg/L HAER, EREE ZAR EE TH EF 3.4 倍 ， 与 

微 孔 板 筛选 结果 一 致 。 这 表明 工 - 谷 氨 酸 脱 氧 酶 偶 联 高 通 量 筛选 方法 可 以 较为 准 

第 地 筛选 到 对 非 天 然 底 物 井 冈 霉 烯 酮 催化 活力 明显 提升 的 突变 体 。 
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j Product 
'\ Retention time: 5.1 min 
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4 野生 型 与 突变 体 蛋白 的 表达 纯化 与 性 质 表征 
Fig.4 The purification and characterization of mutant protein and wild type protein 
(a) SDS-PAGE analysis of expression and purification of mutant Y321F and wild type. M: Protein molecular weight standard; 1: The 
lysate supernatant of wild type protein; 2: Elution of wild type protein with 50 mmol/L imidazole; 3: Elution of wild type protein with 200 
mmol/L imidazole; 4: The lysate supernatant of mutant protein; 5: Elution of mutant protein with 50 mmol/L imidazole; 6: Elution of 
mutant protein with 200 mmol/L imidazole; (b) HPLC analysis of reaction mixture catalyzed by mutant Y321F and wild type. 1: HPLC 
analysis of reaction mixture catalyzed by mutant Y321F; 2: HPLC analysis of reaction mixture catalyzed by wild type; 3: HPLC analysis 


of reaction mixture without enzyme as blank control. 


3 结论 

AS AGE TENATA AS RIORUM EE REM S L-A 8 082 BL I REX en EB ek fii 
选 方法 并 优化 了 偶 联 检测 条 件 。 根 据 朗 伯 比 尔 定 律 ， 在 0.2~0.8 范围 内 的 吸光 值 
是 光学 信号 的 可 信 区 间 ， 对 不 同 浓度 NADH 的 吸收 信号 比较 发 现 ，0.4 mmol/L 
的 NADH 在 340 nm 处 的 吸光 值 为 0.7， 能 够 在 确保 检测 结果 准确 性 的 前 提 下 使 
突变 体 的 筛选 范围 最 大 化 ; L- 谷 氨 酸 脱氧 酶 偶 联 浓度 影响 偶 联 反应 速率 和 偶 联 信 
号 的 强度 ， 我 们 对 工 - 谷 氨 酸 脱氧 酶 的 偶 联 浓度 进行 了 优化 ， 确 定 了 工 - 谷 氨 酸 脱 
氧 酶 偶 联 浓度 为 0.5 U/mL 时 背景 干扰 小 、 样 品 乎 行 性 好 。 该 筛选 方法 准确 ， 灵 
敏 ，a- 酮 戊 二 酸 最 低 检 测 限 达到 20 hmolL， 可 以 应 用 于 原始 催化 活力 较 低 的 氢 
基 转 移 酶 的 筛选 。 

我 们 应 用 该 第 选 方法 ,对 大 肠 杆 菌 氨基 转移 酶 WecE 进行 了 分 子 改造 。 选 择 
了 Vh 作为 转 氨 偶 联 时间 。 背 景 干扰 实验 结果 表明 ， 该 筛选 方法 空白 对 照 的 干扰 
较 小 ，WecE 催化 的 转 氨 反 应 是 筛选 过 程 的 限 速 步 又。 构建 并 得 选 Tyr321 定点 饱 
和 突变 库 , 有 50% 突 变 体 的 催化 活力 出 现 了 明显 的 提高 或 降低 , 表明 该 残 基 对 众 
化 过 程 发 挥 着 重要 的 作用 。 复 得 后 我 们 挑选 到 一 株 催化 活性 明显 改善 的 突变 体 
Y321F， 对 其 进行 表达 纯化 和 性 质 表 征 后 ， 发 现 催化 活力 相 比 野生 型 提高 了 34 
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SP. 
Ho 


本 研究 初步 应 用 L-45- 80088 Rb EU 48 WX re 2 et 3G 7 A, OG e RU ORUM GC 
基 转 移 酶 WecE 进行 了 分 子 改造 ， 对 其 工业 化 应 用 有 着 重要 的 研究 意义 。 
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High Throughput Screening Method and Application for 


L-glutamate Specific Aminotransferase 


HE Lin-wei LIU Zhang-ming FENG Yan CUI Li 
(State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiaotong University, 
Shanghai, 200240, China) 

Abstract Objective: The aims are to establish L-glutamate specific aminotransferase -L-glutamate 
dehydrogenase coupling 96-well high throughput screening method, which is applied to molecular 
evolution of aminotransferase WecE from E.coli. Methods: An optical assay for aminotransferase 
catalytic activity based on aminotransferase-glutamate dehydrogenase coupling system is 
established by optimization of coupling enzyme loading, signal molecule NADH concentration 
and coupling time. Mutants library of WecE is obtained by site-directed saturation mutagenesis. 
Positive mutants can be screened out through 96-well preliminary screening and flask second 
screening. Results: The target transamination reaction is coupled with L-glutamate dehydrogenase 
indicative reaction system which consists of 0.5 U/mL enzyme loading and 0.4 mmol/L NADH. A 
positive mutant Y321F whose catalytic activity increases 3.4 fold compared to that of wild type is 
screened out in Tyr 321 saturation mutagenesis library of WecE. Conclusion: An accurate high 


throughput screening method with weak background interference is established. It offers feasible 
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solution for molecular evolution of L-glutamate specific aminotransferase. 
Key words L-glutamate specific aminotransferase, L-glutamate dehydrogenase, High throughput 


screening, Molecular evolution 


